Zur Bestimmung des Kreatinins bei Ketonämie by Kattermann, R.
72 Kattcrmann: Bestimmung des Kreatinins bei Ketonämie
der Na-K-Verteilung möglich waren (l, 2, 3), sind beim
Mg nicht möglich. Dazu müßte die Konzentration des
ionisierten Mg unter den jeweiligen Bedingungen in der
Zelle bekannt sein.
Da Mg zahlreiche Enzyme in der Zelle aktiviert, ist zu
diskutieren, ob die beobachteten Änderungen des Mg-
Gehaltes ursächlich an der Wirkung der verschiedenen
Hormone beteiligt sind. Die Änderung des intrazellu-
lären Gesamt-Mg-Bestandes sind zwar gering. Wie diese
Änderungen des Mg-Bestandes die einzelnen Zellfraktio-
nen (wie Mitochondrien, Ribosomen, Cytoplasma usw.)
betreffen, ist unbekannt. Wie sich unter hormonellen
Einflüssen die Konzentrationen an Mg-Komplexbildnern
in diesen Zellorganellen verhalten, ist ebenfalls un-
sicher. Deshalb lassen sich noch keine Aussagen über die
Mg-Ionenkonzentrationen an den Wirkungsorten des
Mg in der Zelle und über eine Beteiligung des Mg am
Zustandekommen von Hormonwirkungen machen.
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Zur Bestimmung des Kreatinins bei Ketonämie
Von R. KATTERMANN
Aus der Medizinischen Universitätsklinik Göttingen (Direktor: Prof. Dr. W. Creut^Jeldt)
(Eingegangen am 2. Juni 1966)
Da die Ketonkörper Aceton und besonders Acetacetat eine positive jAFFE-Reaktion geben, kann bei Ketonämie ein erhöhter Serumkreati-
ningehalt vorgetäuscht werden. Die Absorptionsspektren der mit Aceton, Acetacetat und Kreatinin gebildeten Farbstoffe sind praktisch
identisch mit einem Maximum bei 490—500 . Dagegen verhalten sich die molaren Extinktionskoeffizienten bei 546 in der Farb-
reaktion nach POPPER wie l: 10 :150, nach BONSNES wie.l: 20 :1000. Kurzes Erhitzen eines Acetacetat-haltigen Serumüberstandes beseitigte
den Ketonkörper-Störeffekt vollständig; damit ist es möglich, bei Patienten mit Ketoacidose zuverlässige Kreatininwerte zu erhalten.
Ketone bodies, especially acetoacetate, give a positive JAFFE reaction; in ketonaemia they may cause the determination of false "cre-
atinine" values in the blood. The absorption spectra of the colours produced with acetone, acetoacetate and creatinine are practically
identical, with maxima at 490—500 . The molar extinction coefficients of the colour at 546 however, are 1:10 :150 according
to POPPER, and 1:20 :1000 according to BONSNES. The interference by ketone bodies in acetoacetatercontaining serum supernatant is
completely removed by brief heating; thus reliable creatinine values may be obtained for patients with ketoacidosis.
In der klinischen Routinediagnostik werden nicht selten
Kreatininbestimmungen im Serum von Patienten ver-
anlaßt, bei denen eine Erhöhung der Ketonkörper im
Blut (z. B. Praecoma oder Coma diabeticum, Schwanger-
schaf tsketonämie, ketonämisches Erbrechen bei Kindern)
vorliegt. Da Acetacetat und Aceton mit alkalischem
Pikrat eine Rotfärbung ergeben, resultieren in solchen
Fällen erhöhte ,,Kreatinin"-Werte, die evtl. Anlaß zu
falschen differentialdiagnostischen Überlegungen sein
können. Da in der Literatur keine näheren Angaben
über diesen störenden Einfluß der Ketonkörper auf die
Bestimmung des Kreatinins im Serum bzw. Urin vor-
lagen, andererseits in den letzten Jahren spezifische^
enzymatische Bestimmungsmethoden ausgearbeitet wor_
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den waren, lag es nahe, das Verhalten der Ketonkörper
in der Reaktion mit alkalischem Pikrat nach JAFFE (1)
eingehender zu untersuchen.
Methodik
Für die Modellversuche wurden Seren gepoolt, deren Kreatinin-
gehalt bei der Messung im Auto-Analyzer nicht über 1,1 mg% lag.
Nach Zusatz entsprechender Mengen Acetacetat wurden solche
Seren — ebenso wie wäßrige Standardlösungen von Acetacetat,
Aceton und Kreatinin — folgendermaßen mit alkalischem Pikrat
zur Reaktion gebracht:
1) Ansatz nach POPPER und Mitarbeitern (2)
In einem Zentrifugenglas werden zu 1,0 m/ Serum tropfenweise
und unter Schütteln 3,0 m/ 1,2-ßroz. Pikrinsäure gegeben, der
Niederschlag bei 5000 U./Min. (3000 j) abzentrifugiert, vom
klaren Überstand 3,0 m/ in ein Reagenzglas abpipettiert und
0,15 m/ einer 10-proz. NaOH zugesetzt. Die Ablesung der
Extinktion erfolgt 15 Min. nach Zugabe der Lauge in einer
1-cm-Kiivette gegen einen Leerwert mit einem Filterphoto-
meter bei 546 m (Hg-Lampe).
2) Ansatz nach BONSNES und TAUSSKY (3)
3jO m/ Serum werden in einem Zentrifugenröhrchen mit 3,0 m/
H2O bidest. verdünnt, 3,0 m/ 5-proz. Natrium wolf ramatiösg.
zugegeben und durch Zusatz von 3,0m/ 0,60N H2SO4 das
Eiweiß gefällt (nach BROD u. SIROTA (4)). Nach 10 Min. Stehen
wird der Fällungsansatz bei 5000 U./Min. (3000 j) zentrifu-
giert, vom klaren Überstand 3,0m/ in ein Reagenzglas ab-
pipettiert und mit je 1,0 m/ einer 0,04N Pikrinsäure und einer
0,75N NaOH versetzt. Ablesung der Extinktion wie beim An-
satz nach POPPER.
Die verwendeten Chemikalien waren sämtlich p. a.-Präparate der
Fa. Merck, Darmstadt. Das Acetacetat wurde nach einer Vorschrift
von KREBS und EGGLESTON (5) hergestellt; das Na-Salz der D(-)-
ß-Hydroxybuttersäure wurde von der Fa. Serva, Heidelberg, be-
zogen. Die enzymatischen Bestimmungen erfolgten nach den An-
gaben von WILLIAMSON und Mitarbeitern (6) bzw. BERGMEYER und
BERNT (7); das Enzym 0-Hydroxybutyratdehydrogenase (HBDH)
sowie die benötigten Coenzyme DPN und DPNH waren Handels-
präparate der Fa. C. F. Boehringer, Mannheim.
Ergebnisse
Vergleich der Reaktionen von Kreatinin^ Acetacetat und
Aceton mit alkalischem Pikrat
Absorptions-Spektren
Bei der Reaktion von Kreatinin, Acetacetat und Aceton
mit alkalischem Pikrat entsteht eine orange-rote Farbe,
die mit bloßem Auge keine Unterschiede bei den 3 ge-
nannten Substanzen erkennen läßt. Nachdem von
GARNER (8) das Absorptionsspektrum des Kreatinin-
pikrats bereits beschrieben war, erschien es interessant,
zum Vergleich auch die Spektren mit Acetacetat und
Aceton aufzunehmen. In den Ansatz nach POPPER
wurden 0,15 ! Kreatinin, 2,25 ! Acetacetat und
20,0 ! Aceton in wäßriger Lösung eingesetzt und
jeweils gegen einen gleichzeitig alkalisierten Leerwert an
einem registrierenden Spektralphotometer1) gemessen.
Aus der Abbildung l ist zu erkennen, daß bei allen
3 Substanzen der entstandene Farbstoff sein Maximum
zwischen 490 und 500 hat. Charakteristische Unter-
schiede im Kurvenverlauf sind nicht vorhanden, auch
0,5
x) Herrn Dr. H. HETTLER, Chem. Abteilung des MPI für ex-
perimentelle Medizin, Göttingen, schulde ich besonderen Dank
für die Möglichkeit zur Messung an diesem Gerät. (Gary H, Re-
cording Spectrophotometer, Appl. Phys. Corp., Monrovia, Calif.
USA.)
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Abb. l
Absorptionsspektren der mit Kreatinin (1), Aceton (2) und Acet-
acetat (3) in der jAFFE-Reaktion gebildeten Farbstoffe; Ansatz
nach POPPER
die Zunahme der Extinktion verläuft mit etwa gleicher
Geschwindigkeit und erreicht 15—20 Min. nach Zusatz
der NaOH ihr Maximum.
Molare Ext inkt ionskoeff iz ienten
Ließen sich bei der Darstellung der Absorptionsspektren
zwar keine qualitativen Unterschiede zwischen Kreatinin,
Acetacetat und Aceton feststellen, so deuteten doch die
für eine etwa gleich große Farbbildung benötigten un-
terschiedlichen Konzentrationen der 3 Substanzen auf
Differenzen quantitativer Art. Diese Unterschiede wurden
in molaren Extinktionskoeffizienten bestimmt.
Wäßrige Lösungen von O,!M Aceton, 0,0085M Acetacetat und
, Kreatinin wurden in steigenden Mengen von 0,1 bis 1,0 m/
in den Standardansatz nach POPPER bzw. BONSNES eingesetzt und
aus dem Mittelwert der nach 15 Min. gemessenen, im linearen Be-
reich befindlichen Extinktionen der molare Extinktionskoeffizient
berechnet. Der Gehalt der für diese Versuche verwendeten Acet-
acetat-Lösung wurde zum gleichen Zeitpunkt sowohl manometrisch
nach EDSON (9) als auch enzymatisch nach WILLIAMSON (6) be-
stimmt)
Tab. l
Molare Extinktionskoeffizienten bei 546 m für Aceton, Acetacetat
und Kreatinin in der Reaktion mit alkalischem Pikrat nach POPPER
und BONSNES
Substanz
Aceton
Acetacetat
Kreatinin
POPPER
9,8
100,0
1450,0
Quotient
1
10
150
BONSNES
1,8
38,0
1740,0
Quotient
1
20
1000
In Tabelle l sind die Ergebnisse dieser Versuche und die
in ganzen Zahlen ausgedrückten, auf Aceton bezogenen
molaren Extinktionskoeffizienten zusammengefaßt. Die
Werte für den BoNSNES-Ansatz wurden unter Ver-
wendung von Serum gewonnen. Die molaren Ex-
tinktionskoeffizienten des Acetons und Acetacetats sind
wesentlich kleiner als der Extinktionskoeffizient des
Kreatinins, besonders im Ansatz nach BONSNES. Aceton
wiederum liegt um einen Faktor 10 bzw. 20 niedriger als
Acetacetat. Dies entspricht dem Verhalten in der Farb-
reaktion der beiden Ketonkörper mit Nitroprussid-
natrium, die sämtlichen qualitativen Proben (LEGAL,
LANGE, „Ketostix", „Acetest") zum Nachweis von
„Aceton im Urin" zugrunde liegt: auch dort ist das Auf-
treten der violetten Farbe bei Acetacetat um einen
Faktor 10 empfindlicher, worauf bereits LORBER (10)
hingewiesen hat.
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Beseitigung des Störeffektes im Modellversuch
Im Gegensatz zu einigen unbefriedigenden Versuchen
mit Anilincitrat (9) gelang die Eliminierung der stören-
den Substanzen sehr einfach durch kurzes Kochen bei
100°, wobei Acetacetat unter CO2-Abspaltung in Aceton
übergeht, welches wegen seines niederen Siedepunktes
von 56,1° flüchtig ist. Über die dabei nötigen Bedin-
gungen gab folgender Versuch Aufschluß:
Von gepooltem „Normalserum" („N") wurden 10,0 m/mit 0,05 m/
einer 0,85M Acetacetatlösung versetzt; die Endkonzentration be-
trug also etwa 4 ! Acetacetat/m/ Serum. („NA"). Je 6,0 m/
N-Serum und 6,0 m/ NA-Serum wurden mit Wolframat enteiweißt,
von den Überständen 5 X 3,0 m/ in Reagenzgläser abpipettiert, je
l Probe als Ausgangswert beiseite gestellt, die restlichen Gläser
in ein kochendes Wasserbad gesetzt und nach genau l, 2, 5 und
10 Min. je l Reagenzglas der N- bzw. NA-Serie in ein Eisbad über-
führt. In je 0,05 m/ der NA-Serie wurde Acetacetat enzymatisch-
optisch bestimmt, mit dem Rest die Farbreaktion nach BONSNES
durchgeführt. Die Ergebnisse dieses Versuches sind in Abbildung 2
wiedergegeben.
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Abb. 2. Modellversuch zur Beseitigung des Ketonkörper-Stör-
effektes im Ansatz nach BONSNES
Der Versuch zeigt, daß sich durch Kochen bis zu 10 Min.
die Extinktionen des Normalserums praktisch nicht ver-
ändern, während die durch das Vorhandensein von
Acetacetat bedingte zusätzliche Extinktion im NA-
Serum innerhalb von 5 Min. völlig beseitigt ist. Ent-
sprechend geht das im enzymatischen Test bestimmte
Acetacetat auf nicht mehr nachweisbare Mengen zurück.
Die Anwesenheit von /?-Hydroxybutyrat in einer Kon-
zentration von 10 / / Serum und von Glucose
(300, 600 und 900 mg%) hatte keinen Einfluß auf die .
Beseitigung des Acetacetats in dem angegebenen Ver-
such.
Diskussion
Die erst kürzlich von POLAR und METCOFF (11) sowie
SLOT (12) publizierten Arbeiten zeigen, daß es trotz
vieler Bemühungen noch keine befriedigende Be-
stimmungsmethode für das Kreatinin im Serum gibt.
Nach einer von MERTEN in den Jahren 1962 und 1965
durchgeführten Erhebung wird in den von ihm erfaßten
Laboratorien das Kreatinin überwiegend nach der Vor-
schrift von POPPER (2) .bestimmt. Unter Berücksichti-
gung dieser Situation erscheint die in dieser Arbeit an-
gegebene Methode einer Parallelbestimmung des Kre-
atinins vor und nach Beseitigung des Acetacetats und
Acetoris durch kurzes Erhitzen als die einfachste Mög-
lichkeit, bei Ketonämie zu verläßlichen Kreatininwerten
zu gelangen. Bei einigen bisher in unserer Klinik unter-
suchten Fällen stimmten die im Stadium der Ketoacidose
ermittelten „wahren" Kreatininwerte sehr gut mit den
nach Normalisierung der Ketonkörper erhaltenen Werten
überein.
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Akute Veränderungen der Serumproteine bei Ratten
nach einmaliger Verabreichung von Barbital
Von J. NEUBAUR
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universität Göttingen (Direktor: Prof. Dr. med. H.J. Deuticke)
(Eingegangen am 13. Juni 1966)
Rattenserum wurde vor und nach Verabreichung einer einmaligen Dosis Barbital im Stärkegel mit der Hochspannungselektrophorese ge-
trennt. Danach erfolgte Proteinanalyse der Fraktionen mit dem /^//«-Reagenz. Die slow-a2-Globulinfraktion war 6—36 Stdn. nach Barbi-
tal-Verabreichung gegenüber den Werten vor Barbitalgabe und den Werten 1—3 Stdn. und denen 48—96 Stdn. nach Barbital-Verab-
reichung erhöht. Die Erhöhung ist statistisch gesichert. Als Grund der genannten Veränderungen wird der Einfluß des Barbitals auf den
Proteinstoffwechsel der Leber angesehen. Die Vorgänge scheinen für Barbital nicht spe2ifisch 2u sein.
Rat serum was fractionated by high voltage electrophoresis in starch gel before and after the administration of a single dose of Barbi-
tal. The fractions were then analysed for protein with Folin's reagent. The slow-a2^globulin fraction was increased 6—36 hours after the
administration of Barbital, compared with the values before Barbital and with the values 1—-3 and 48—96 hours after Barbital. The
increase was statistically significant. The changes are probably caused by an effect of Barbital on protein metabolism in the liver. The
reactions do not appear to be specific for Barbital.
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